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家兎変形性関節症モデルに対するピアルロン酸の効果
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【要旨】　ピアルロン酸（HA）は変形性関節症（OA）の治療に用いられているがその作用機i序は完全には解
明されていない。近年、matrix　metalloproteinases（以下MMP）は細胞説マトリックス分解酵素として注目さ
れており、今回HAのOAにおけるMMP－1・MMP－3・MMP－13およびTissue　Inihibitor　ofMetalloproteinase－1
（以下TIMP－1）に対しての効果を検討した。体重2～2．5　kgの白色家兎28羽を用いてColomboのOAモデ
ルを作成。術後4日より分子量190万または分子量80万のHAを0．l　ml／kgにて週2回計5回関節内に注
入。術後3週にて膝関節を採取し、免疫染色とReal　time　PCRにて検討した。　OAではHA投与により
MMP－1・3の低下とTIMP－1の軽度増加がみられMMPに対してTIMPは相対的に増加したことになり、HA
がOAを抑制している一つの効果と考えられた。　MMP－13はHA投与にても変動は無かった。また今回は
HAの分子量における差は認めなかった。
はじめに
　ピアルロン酸（Hyaluronic　Acid，　HA）は臨床的に
日本で変形性関節症（Osteoarthritis，　OA）の治療に広
く用いられている。HAは関節軟骨においてプロテオ
グリカンや各コラーゲンとともに細胞外マトリック
スを構成しているほか、その保水性で軟骨に弾力性を
与えており、軟骨表面にては潤滑剤の役割も果たして
いる。またOAにおけるHAの関節内注入では鎮痛や
抗炎症作用などもあるがこれらの作用機序はまだ完
全には解明されてはいない。
　OAにおける細胞外マトリックスの分解機序にはさ
まざまな因子が複雑に作用しておりいまだ不明な点
も多々あるのが現状であるが、細胞外マトリックスの
主な分解酵素は活性中心にある触媒残基の種類に
よってメタロプロテアーゼ、セリンプロテアーゼ、シ
ステインプロテアーゼ、アスパラギン酸プロテアーゼ
の4群に分類される。このうちマトリックスメタロプ
ロテアーゼ（matrix　metalloproteinases，　MMPs）は細
胞外マトリックス分解酵素として近年注目されてお
り、現時点においてMMPsは約18種類からなる遺伝
子ファミリーを形成している。MMPsのうち細胞外マ
トリックスの分解に主要な働きをしていると考えら
れているものは数種あるが、その中でOA関節軟骨に
おけるMMP－1・MMP－3・MMP－13およびそのインヒビ
ターであるTissue　Inihibitor　of　Metalloproteinase－1
（以下TIMP－1）に関してHA注入における影響を検
討した。
材料および方法
　OAモデルの作製
　体重2～25kg（週齢10～12週）のニュージーラン
ドホワイト種ウサギ28羽を使用。キシラジン5mg／kg
（0．25ml／kg）を皮下注しその後塩酸ケタミン25　mg／
2004年12月2日受付、2005年1月25日受理
キーワード：ピアルロン酸、マトリックスメタロプロテアーゼ、骨関節炎、軟骨
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1．　Resection　of　lateral
collateral　ligament
2．　Resection　of　sesamoid
bone　ligament
3．　Partial　wedge　resection
of　the　lateral　meniscus
Fig．1　OA　Model
　　　To　prepare　an　OA　model，　the　lateral　collateral／
　　　sesamoid　bone　ligaments　of　the　bilateral　knees　were
　　　resected，　and　partial　wedge　resection　of　the　lateral
　　　meniscus　was　performed，　as　described　by　Colombo．
kg（0．5　ml／kg）を筋注することで麻酔を施行し、両側
の膝関節に対しColomboの方法1）に準じて外側側副
靭帯と種子骨靭帯を切除し、外側半月板を模状部分切
除してOAモデルを作製した（Fig．1）。
　HAの関節内注入
　手術4日目より25Gの注射針を用いて右膝関節内
に分子量80万のHA（以下HA80）または分子量190
万のHA（以下HAI90）0．lml／kgを3日ごとに計5
回注入し（それぞれを以下HA80投与群、HAI90投与
群）、左膝関節には対象として同量の生理食塩水を3
日おき計5回注入した（以下OA群）。術後3週にて屠
殺し、免疫染色用には大腿骨および脛骨ともに関節面
を軟骨下上を含めてブロックで採取した。Real－time
PCR用には関節軟骨をメスにて切削し液体窒素にて
保存した。
　免疫染色用凍結切片の作製
　採取したブロックを4％カルボキシメチル・セル
ロース・ナトリウム塩を凍結包埋剤に使用し、一80度
にて凍結ブロックを作製。このブロックより薄切片を
粘着フィルム法にて切り出し、脱水処理を加えた後に
直接法で抗II型コラーゲン抗体および抗MMP－3抗
体にて免疫染色を施行した。
　Real－time　PCR
　採取した組織をトライゾール（lnvitrogen社、カー
ルスバッド、カリフォルニア州、米国）を使用しRNA
を抽出し、Dietyl　Pyrocarbonate（DEPC）処理水にて
溶解した後、吸光度計を用いてRNA濃度を一定に調
節した。RNA　LA　PCR　Kit（TaKaRa、大津）を用い
てRNAよりcDNAを作製。データベース上に登録さ
れているウサギの遺伝子配列から、Primer　Expressを
．：　，．：，’　x 〆ゾ
Site　of　degeneration　of
the　anicular　canilage
Fig．　2　Femoral－side　articular　surface　（3　weeks　after　surgery）
　　　Macroscopic　erosions　on　the　lateral　cartilage　surface　on
　　　both　the　femoral　and　tibial　sides　were　observed　2　to　3
　　　weeks　after　surgery．
用いてプライマーおよびプローブを設計。プローブに
はTaqManを使用した。このプローブの蛍光には目的
遺伝子にFAMを、　GAPDHにVICを使用し検出器
にABI　Prism　7000（Applied　Biosystems社、フォスター
シティ、カリフォルニア州、米国）を用いてReal－time
PCRを行った。
結 果
　CoIomboのOAモデル1）は菊池らの検討にて、術後
2週にて大腿骨および脛骨側ともに外側の軟骨表面に
肉眼的な成心を生じ、病理組織学的には軟骨表層の欠
損、繊維化、亀裂、クラスター形成、軟骨細胞の欠損
およびプロテオグリカン染色性低下などのヒトOA
に類似した所見が確認されている2）。今回の実験にお
いてもFig．2に示すように肉眼的には、処置を施した
膝関節には関節液の貯留を認め、外側の関節軟骨は肉
眼的な魔手を生じ、滑膜は浮腫状に増生していた。
　抗II型コラーゲン抗体を使用した免疫染色では
HA80群およびHAI90群ともに軟骨基質の全層が染
色されて細胞領域においてやや濃染しているのに対
し、対象群では全層において染色性が低下し、細胞領
域においても染色性は明らかに低下していた（Fig．
3）。抗MMP－3抗体にては対照群において軟骨基質の
表層に強くMMP－3の染色がみられたのに対し、　HA
投与群ではその染色性は低下していた。（Fig．4）
　Real－time　PCRをMMP－1・MMP－3・MMP－13・TIMP－
1につき行い各駅を比較すると、MMP－1では関節軟骨
においてOAにて数値の上昇を認め、　HA投与にてコ
ントロール群と同等までMMP－1の発現が低下した。
HAの分子量による変化ははっきりしない。半月板に
おいても関節軟骨と同様の結果となった。滑膜におい
てはコントロール群で最も高い発現を認め、OA群で
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Fig．3　lmmunostaining（anti－type　II　collagen　antibody）　（×400）
　　　aOA　bHA80　cHA190
　　　1n　the　HA80　and　HA　190　groups，　all　layers　of　the　articular　cartilage　showed　staining，　whereas　staining　was　reduced　in
　　　the　control　group．　Administration　of　HA　inhibited　decomposition　of　type　II　collagen．
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Fig．4　lmmunostaining　（anti－MMP－3　antibody）（×400）
　　　aOA　bHA80　cHA190
　　　1n　the　control　group，　strong　staining　by　MMP－3　was　detected　in　the　superficial　layer　of　the　cartilage．　ln　the　HA－treated
　　　groups，　the　staining　was　reduced，　suggesting　that　administration　of　HA　inhibited　degeneration　related　to　OA　or　reduction
　　　of　MMP－3　production．
は半減しHA投与ではさらに減少した（Fig．5－a）。
MMP－3もMMP－1とほぼ同様の結果となった。すなわ
ち、関節軟骨・半月板においてはOA郡で最も高い発
現を示し、HA投与にてコントロール群と同レベルま
で発現が抑えられ、滑膜ではコントロール群が最も高
い発現を示し、OA群・HA群では半減していた（Fig．
5－b）。MMP－13は関節軟骨と半月板においてもMMP－3
と同様にOA群はコントロール群より高い発現を認
めたが、HA投与によってその発現は低下せずにOA
群と同等か増加する結果となった。滑膜においてはす
べての群で同等の発現であった（Fig．5－c）。　TIMP－1は
すべての部位においてコントロール群よりOA群で
高い発現を認めた。HA投与ではOA群と同等か増加
する傾向にあった。HAの分子量による効果の差を明
確に示す結果は得られなかった（Fig．5－d）。　MMPsの
マトリックス破壊の指標になると考えられている
MMPs／TIMPsの比をMMP－3とTIMP－1においてそ
れぞれ比較するとHA投与群において明らかな低下
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Fig．5　Real－time　PCR
　　　a　MMP－1
　　　The　articular　cartilage／meniscus　levels　of　MMP－1　were　increased　in　the　OA　group．　Administration　of　HA　reduced　the
　　　expression　of　MMP－1　to　the　control　value．　There　were　no　marked　changes　related　to　the　molecular　weight　of　HA．　The
　　　synovial　membrane　level　of　MMP－1　in　the　control　group　was　highest，　2　times　higher　than　that　in　the　OA　group．
　　　Administration　of　HA　further　decreased　the　synovial　membrane　level　of　MMP－1．
を認め、MMP－3に対しTIMP－1の相対量はHA投与
により増加した（Fig、5－e）。
考 察
　OAにおいて軟骨マトリックスの分解に主要な
MMPsはMMP－1、MMP－2、　MMP－3であるが、MMP－7、
MMP－8，　MMP－9、　MMP－13もその一助を担うものとし
て重要であると考えられている。今回調査したMMP－
1は間質性コラゲナーゼとも呼ばれ1、II、　III型コラー
ゲンなどの繊維性コラーゲンの3本鎖をヘリックス
領域で特異的に切断する。OAにおけるMMP－1は関
節軟骨の主要骨格を構成するII型コラーゲンの分解
酵素として関与することが報告されている3・4）。MMP－3
はstromelysin－1とも呼ばれ、アグリカンのコア蛋白を
切断・分解するほかII型コラーゲンとアグリカンの結
合に重要なIX型コラーゲンも分解する。また、MMP－1、
MMP－8、　MMP－9などの潜在型MMPの活性化作用も
有している。これまでにMMP－3の発現はOAの変性
度とよく相関することや、ex　vivoにてOA軟骨は対照
軟骨に比較して有意に多くのMMP－3を産生するな
ど、この酵素がOAの軟骨変性に深く関与しているこ
とが指摘されている5）。MMP－13はcollagenase－3とも
呼ばれおり、OA軟骨においてそのmRANの発現が
認められており、そのII型コラーゲンの分解スピード
がMMP－1の約10倍であることや6）、　OA軟骨におい
ては軟骨深層でその発現が強くみられ、ex　vivoにて
OA軟骨は対照軟骨に比較して有意に多くのMMP－13
を産生することなどが報告されている7）。
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Fig．5　Real－time　PCR
　　　b　MMP－3
　　　MMP－3　showed　the　almost　same　result　as　MMP－1．
　また、これらMMPsの活性調整には特異的なイン
ヒビターであるTIMPsによって最終的な調節を受
け、このMMPsとTIMPsのバランスはOAにおける
軟骨破壊に重要である5・8・9）。これまでにアミノ酸配列
に相同性をもつTIMP－1、2、3の3種類のTIMPsが報
告されている。軟骨細胞自身はTIMP－1、2の両者を産
生していることが明らかになっており、今回はTIMP－
1の検討を行った。
　本実験において作製したColomboのOAモデルに
HAを投与した際の関節軟骨の変化は、菊池らの走査
型電子顕微鏡を使用した評価によると対照の生理食
塩水注入群に比べHA注入群は軟骨の変性面積が明
らかに減少し、HAによって軟骨の変性が抑制されて
いることが報告されている。すなわち対照に比較して
HA投与群のOAの病期は軽度なものとなる。さらに
菊池らはHA80よりHA190を注入した群において軟
骨変性は強く抑制されたと報告している9）。
　今回の実験における免疫染色では、抗II型コラーゲ
ン抗体にてHA80群およびHA190群ともに軟骨基質
の全層が染色されているのに対し、対象群ではその染
色性は低下していた。これは軟骨外マトリックスの主
要構成成分であるII型コラーゲンがHA投与群に多
く残存していることを示し、HA投与によってII型コ
ラーゲンの分解が抑制されたと考えられる。また抗
MMP－3抗体による免疫染色では対照群において軟骨
基質の表層に強くMMP－3の染色がみられたのに対し
HA投与群ではその染色性は低下しており、　HA投与
がOA変性の抑制またはMMP－3産生の抑制に関与
したと考えられる。
　Real－time　PCRではFig．5－aおよびFig．5－bにおけ
るMMP－1、　MMP－3の関節軟骨での変化は病期に相関
するようにOA群でその発現は上昇しHA投与群に
おいて低下しており、OA軟骨の変性度が軟骨細胞に
おけるMMP－3の発現率に相関するとの報告に矛盾し
（5）
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Fig．5　Real－time　PCR
　　　c　MMP－13
　　　The　articular　cartilage／meniscus　levels　of　MMP－13　in　the　OA　group　were　higher　than　those　in　the　control　group．
　　　However，　administration　of　HA　did　not　decrease　the　expression　of　MMP－13；　the　articular　cartilage／meniscus　levels　of
　　　MMP－13　after　administration　were　similar　to　or　higher　than　those　in　the　OA　group．　The　synovial　membrane　levels　Qf
　　　MMP－13　were　similar　in　all　groups．
ない結果であると考えられる。ただし、MMP－1、MMP－
3の発現量は正常関節とほぼ同様までに低下してお
り、軟骨変性の軽減以外にHAのMMPsに対する何
らかの効果が存在する可能性も否定しきれない。半月
板においてもほぼ同様の変化を認め、関節軟骨と同様
の機序が働いたものと考えられる。
　Fig．5－cに示すMMP－13の結果では、関節軟骨・半月
板においてOA群で高い発現を認めたがHA投与に
てもその発現の低下は認められなかった。MMP－13は
先に述べたようにOA軟骨深層で強く発現している
とすれぼ、HAは軟骨基質深層までは浸潤することが
できずMMP－13産生を抑制しなかった可能性が考え
られる。滑膜においてはOA群HA群にてもその発現
はコントロール群と比較して増減はなく、今回はOA
による変化もHA投与による変化も明らかではな
かった。
　TIMP－1はOA群においてその発現が増加してお
り、MMPsの増加に伴う活性調整による増加と考えら
れる。HA投与では同等かやや増加傾向があり、MMPs
の発現が低下していると考えられる状況下で、この
TIMP－1の増加はHAの軟骨変性の抑制に重要な役割
を演じている可能性が考えられる。
　そこで、MMPsのマトリックス破壊の指標になると
考えられているMMPs／TIMPsの比をMMP－3と
TIMP－1においてそれぞれ比較したFig．5－eの結果で
は、HA投与群のMMPs／TIMPsの数値はコントロー
ル群とOA群に比べ明らかな低下を認めた。これは
MMP－3の発現に対してTIMP－1の発現の相対量が増
加していることを示す。OA群とHA投与群の違いが
病期だけならばこの比はそれほど大きく変わらない
（6）
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Fig．5　Real－time　PCR
　　　　　　d　TIMP－1
　　　　　　1n　all　sites，　the　level　of　TIMP－1　in　the　OA　group　was　higher　than　that　in　the　control　group．
　　　　　　administration　of　HA　was　similar　to　or　higher　than　that　in　the　OA　group．
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Fig．5　Real－time　PCR
　　　　　　eMMP－3／TIMP－l
　　　　　　We　compared　the　MMPs／TIMP－1　ratio，　which　is　considered　a　parameter　of　matrix　destruction　by　MMPs．　The　MMP－3／
　　　　　　TIMP－1　ratio　was　markedly　lower　in　the　HA－treated　groups．　This　suggests　that　the　relative　value　of　TIMP－1　was　higher
　　　　　　than　that　of　MMP－3．
（7）
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はずであるが、この結果からHA注入によってMMPs
の発現が抑制されたかまたはTIMPsの発現を充進さ
せた可能性が考えられ、HAが潤滑剤として関節面の
メカニカルストレスを低減し軟骨変性を抑制してい
るのみならず、MMPsまたはTIMPsに対してなんら
かの働きかけをして、軟骨変性を抑制している可能性
があると考えられる。
　またFig．5－aおよびFig．5－bにおけるMMP－1、
MMP－3の滑膜における変動であるが、　OAの炎症の
中心とされているこの滑膜においては、関節軟骨や半
月板とは異なり、正常関節において最もその発現が強
く、OA群・HA投与群において低下するという結果に
なった。なぜ最も炎症を起こしていないと考えられる
正常関節においてMMP－1，3が高い発現を示したのか
は明らかでないが、今回使用した実験動物が10～12
週齢と若い固体であったために成長に伴う様々な因
子が関与したのかもしれない。今後、実験動物の週齢
を調整して成長などによる因子を排除した後に滑膜
でのMMPsやTIMPsを再検討しOAにおける変動
を明らかにするとともに、今回の実験結果と比較する
ことでColomboのOAモデルにおける実，験動物の適
正な週齢が明らかになる可能性が考えられる。
　最後にHAの分子量の違いによる作用効果だが、先
に述べた菊池らの報告ではHAのOA抑制作用は分
子量依存性であることが示唆され10・11）、YasuiらはHA
投与によってTIMP－1の産生を促進することを見出
し、その促進作用が分子量依存性であることを報告し
ている12）。今回の実験では分子量依存を示唆する結果
は見出せずHA80・HAI90ともほぼ同様の結果となっ
たが、個体差による数値のばらつきを抑えるため実験
動物の一壷の調整や実験動物数を増やし、経時的変化
を検討することが必要であると考えられる。
　さらにHAの軟骨細胞に対する直接的な作用を検
討するために軟骨細胞に存在するHAのレセプター
（CD44など）とMMPs・TIMPsの関係を明らかにして
いく必要があると思われる。
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Effects　of　hyaluronic　acid　on　extracellular　matrix　degradation
in　a　rabbit　osteo　arthritis　model
Daisuke　NUNODA，　Kengo　YAMAMOTO，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Yasutaka　WATANABE
Youichi　KATORI
Department　of　Orthopedics，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　　　　　Objective：　Hyaluronic　acid　（HA）　is　used　clinically　in　Japan　for　the　treatment　of　osteoarthritis　（OA），　but　the
mechanism　underlying　the　effects　of　HA　is　not　fully　understood．　Many　factors　are　intricately　involved　in　cartilage　matrix
degradation　in　OA．　Among　these　factors，　matrix　metalloproteinases　（MMPs）　have　gained　recent　attention　as　extracellular
matrix　degrading　enzymes．　The　present　study　investigated　the　effects　of　HA　on　the　expression　of　genes　for　MMP－1，　MMP－3，
MMP－13　and　tissue　inhibitor　of　metalloproteinase　（TIMP）一1　in　a　rabbit　OA　model．
　　　　Methods：　Fifteen　New　Zealand　White　rabbits　weighing　2－2．5　kg　（10－12　weeks　old）　were　anesthetized　with　xylazine　（5
mg／kg，　subcutaneously）　and　ketamine　（25　mg／kg，　intramuscularly）．　The　OA　model　was　created　in　the　bilateral　knee　joints
by　the　Colombo　method，　which　involved　sectioning　ofthe　fibular　collateral　and　sesamoid　ligaments　and　partial　wedge　removal
of　the　lateral　meniscus．　A　week　after　surgery，　either　1，900　kDa　HA　or　800　kDa　HA　was　injected　unilaterally　into　the　knee
joint　at　a　dose　of　O．1　ml／kg　（2　times　a　week，　5　times　in　total）．　An　equal　volume　of　phosphate－buffered　saline　was　injected
contralaterally　as　a　control．　Four　weeks　after　surgery，　the　knee　j　oints　were　harvested　and　separated　into　the　articular　cartilage，
lateral　meniscus　and　synovium．　Total　RNA　was　extracted　from　each　tissue　by　the　TRIZOL　method　and　cDNA　was
synthesized　and　subsequently　subj　ected　to　real－time　PCR　analysis．
　　　　Results　and　Discussion：Expression　of　mRNA　fbr　MMP－1，MMP－3，　MMP－13　and　TIMP－l　was　higher　in　OA　knee　joints，
compared　to　normal　knee　joints．　A丘er　HA　treatment，　transcription　of　MMP－l　and　MMP－3　somewhat　d㏄reased，　whereas
TIMP－1　transcription　tended　to　increase，　suggesting　inhibition　ofcartilage　degradation　by　HA．　However，　MMP－13　expression
did　not　change　with　HA　treatment，　and　there　were　no　apparent　differences　between　the　two　types　of　HA．　Hence，　the
importance　of　the　molecular　weight　of　HA　remains　controversial　and　awaits　further　investigation．
〈Key　words＞Hyaluronan，　Matrix　metalloproteinases，　Osteoarthritis，　Cartilage
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